





が多い．これに対し我々は apoptosis 検出法である TUNEL 染色で，胎生12日マウス内耳において
TUNEL 陽性死細胞には apoptosis だけでなく，autophagic cell death も存在することを報告した．
また我々は内耳毒性を有する CDDP を妊娠マウスに投与し，胎仔内耳の総死細胞数は不変である
のに対して，死細胞における apoptosis 比率減少と autophagic cell death 比率増加を発見し，こ
れらが胎生期内耳の防御機構と考えた．本研究ではこの機構解明を目的に，CDDP 投与胎生12日
マウスの内耳を用いて，関連遺伝子の Real time-PCR 法，Western Blot 法，免疫染色法による検
討を行った．
　Real time-PCR では，CDDP 投与で autophagy 関連遺伝子 beclin1と，apoptosis 関連遺伝子
cspase3の発現が増加した．免疫染色では apoptosis 細胞のみ cleaved caspase3蛋白発現を認め，
Western Blot では CDDP 投与で beclin1と cspase3の蛋白発現が増加し，cleaved caspase3は逆
に減少した．
　この beclin1遺伝子発現増加は，以前に我々が報告した CDDP での autophagic cell death 比
率増加に矛盾しないものであった．これに対し，apoptosis 関連遺伝子の caspase3発現増加は，
apoptosis 比率減少と矛盾するが，免疫染色，Western blot の結果からは蛋白レベルでの抑制が示
















て い る．「autophagic cell death」は，Schweichel
１）らや Clarke２）が電子顕微鏡下に分類した細


























の定義を満たす apoptotic dying cell（ADC）と，




造を観察し，ADC を示す細胞が全て type 1 細胞
死，つまりは apoptosis であり，NADC を示す











































total-RNA 抽出と cDNA 合成
　摘出した胎仔から，４℃ phosphate buffer 
saline（PBS）中・実体顕微鏡下に耳包を含む
側頭骨片を採取した（コントロール群８例，
CDDP 投与群８例）．検体からの total-RNA 抽
出には ISOGEN（株式会社ニッポンジーン）を
使用した．検体に ISOGEN 0.6 ml を添加後ホモ
ジナイズし，クロロホルム 0.2 ml を加え３分
間室温で静置．その後４℃，12,000 rpm，15分
間遠心分離し，水層を新しいチューブに移し，









整した．次に cDNA 合成には TaqMan Reverse 
Transcription Reagents（Applied Biosystems） を
使用した．total-RNA 溶液 20 μl，10×TaqMan 
RT Buffer 4 μl，MgCl2 4.4 μl，dNTP mix 4 μl，
Random Hexamers 1 μl，RNase inhibitor 0.4 μl，
逆転写酵素 0.5 μl，DEPC 処理水 5.7 μl を混合




　遺伝子発現解析には SYBR Green による
Real-time PCR 法 を 用 い た． プ ラ イ マ ー は
GenBank の nuclotides からダウンロードした
mRNA sequence に基づき Primer Express で設計
し，blast を用いてプライマーの相同性につい
て確認した．PCR は，Real-time PCR 機器であ
る ABI PRISM 7700（Applied Biosystem）により，
反 応 検 出 試 薬 Power SYBR Green PCR Master 
Mix（Applied Biosystem）を指定の方法で用いて
行った（DNA 含有試料 0.5 μl，primer 溶液 1 μl，
反応溶液総量 10 μl）．PCR条件は，50℃ ２分間，
95℃ 10分間で反応させ，95℃ 15秒間，60℃ １
分間を50サイクル行った．すべての実験におい
て Dissociation curve 分析で解離温度を確認し，
PCR products をアガロースゲル電気泳動し目的
産物の増幅を確認した．遺伝子発現の定量化の
ため，18S ribosomal RNA を内部標準遺伝子と



















水素水 / メタノールに浸漬した．その後 PBS
で ２ 回 洗 浄 し，TUNEL 反 応 液（In Situ Cell 
































PRO-PREP Protein Extraction Solution（iNtRON 












体 は 抗 beclin1 抗 体（ ×100，SANTA CRUZ 
BIOTECHNOLOGY），抗 caspase ３ 抗 体（×
1000，Cell Signaling TECHNOLOGY）， 抗
cleaved caspase ３ 抗 体（ ×1000，Cell Signaling 
TECHNOLOGY）， 抗 β-actin 抗 体（×1000，
BioLegend） を 使 用 し， 二 次 抗 体 は 抗 rabbit 






















ともに beclin1と cspase3 の mRNA 発現を認め















胎生内耳 cleaved caspase3 免疫染色
　抗cleaved caspase 3 抗体による免疫染色では，
図１　胎生期内耳 Real-time PCR 結果
データはコントロール群を１として相対量を示している．
Mean ± S.D.（n=8）　＊：p<0.01









図３　cleaved caspase 3 免疫染色（40倍）
A：コントロール群，B：CDDP 群
a，b：蝸牛部，c，d，e：卵球形嚢部，f，g，h：半規管部

























ともに beclin1，cspase3，cleaved caspase3 全ての 
蛋白発現を認めた（図６）．β-actin を内部標準 
とした相対的定量で，両群における各蛋白の発 
現量を比較すると，CDDP 群で beclin1 と caspase3
は 有 意 な 増 加（beclin1 p=0.0042, caspase3 p= 
0.00037）を認めるも，cleaved caspase3 につい
40 川　崎　医　学　会　誌
図４　cleaved caspase 3 免疫染色　卵球形嚢部拡大（a：200倍，b：400倍）
A：コントロール群，B：CDDP 群
両群とも cleaved caspase3 の染色を認めるも，両群で明らかな染色の差は認めない．
ては逆に有意な減少（p=0.0025）を認めた（図７）．
考　察
　beclin1は autophagy 関連 ATG 遺伝子のひと





れている．今回 CDDP 群で認められた beclin1 
mRNA 発現増加は，以前に我々が報告した
CDDP 投与による NADC 比率増加，つまりは












ように apoptosis に強く関与する caspase3 も，
beclin1同様に mRNA 発現増加を示したのは，
CDDP 投与群における ADC 比率の減少，つま
りは apoptosis の減少とは矛盾する．
　しかし他臓器での CDDP 投与による apoptosis
誘導は，腎を中心にこれまでにも多数報告が
あり13，14），成体内耳を対象にした検討ではある
が15－18），CDDP 投与による内耳の apoptosis 出





図５　CDDP 投与群連続切片法での cleaved caspase 3 免疫染色と TUNEL 染色の比較（a：200倍，b：400倍，c：1000倍）
A：卵球形嚢部 cleaved caspase 3 免疫染色（黒矢印：TUNEL 染色との比較で NADC と考えられる細胞，白矢頭：
TUNEL 染色との比較で ADC と考えられる細胞）
B：卵球形嚢部 TUNEL 染色（黒矢印：NADC，白矢頭：ADC）
ADC と考えられる細胞では cleaved caspase3 が陽性となり，NADC と考えられる細胞では陰性であった．
図６　Western Blot 結果
コントロール群，CDDP 投与群ともに，程度の差はあ






CDDP 群において beclin1と caspase3 の有意な増加と，
cleaved caspase3 の有意な減少を認める．
42 川　崎　医　学　会　誌
的な autophagic cell death の報告もあるが21），こ
れについては１つの細胞死刺激が apoptosis と
同時に autophagic cell death を誘導しているとの
否定的な意見もある３）．実際，今回の実験で行っ
た TUNEL 染色と cleaved caspase3 免疫染色の
比較で，NADC，つまりは autophagic cell death
に cleaved caspase3 の陽性所見は認めなかった




のことから CDDP 投与による caspase3 増加が
誘導する apoptosis を，さらに抑制する別の制
御機構の存在が示唆された．
　免疫染色では，CDDP 群で明らかな cleaved 
caspase3 陽性細胞の増加は認めず，この結果
も TUNEL 染色における ADC 減少，つまり
は apoptosis 減少と同様 PCR の結果とは矛盾し
た．しかし，Western Blot で蛋白発現量を解析

















の報告にあるように autophagic cell death の増加
と総死細胞数の維持とともに起こっている７）．
このことから，CDDP による薬剤刺激で，まず





は autophagic cell death の増加にリンクしたもの
であり，この二者をリンクさせる因子こそ，こ
の抑制機構において最も重要な因子と考えられ






また Bcl-2 には相同性をもつ Bcl-2 ファミリー






た，前述のように beclin1は元々 Bcl-2 に結合す
る蛋白として発見され，Bcl-2 は autophagy に
対して抑制的に作用するとの報告もある25，26）．
このように apoptosis の抑制，促進の両方に作
用し，また beclin1にも作用する Bcl-2 及びその
ファミリー蛋白が，細胞内における apoptosis
































シグナル伝達である．Fas や TNF などのデス
リガンドによる刺激は，そのレセプターから























２． Real time-PCR の結果，コントロール群と
比較して CDDP 群では cspase3と beclin1の
発現量が約５倍に増加した．
３． 免疫染色では ADC のみ cleaved caspase3 陽
性となり，コントロール群と CDDP 群で
明らかな染色の差は認めなかった．
４． Western Blot で caspase3 は増加を認めたが，
その活性型である cleaved caspase3 の増加
は認めなかった．
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Investigation of programmed cell death in the developing inner ear of
mouse embryos
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ABSTRACT  The study of programmed cell death has flourished for some time, but there are 
many unknown matters regarding its control mechanism. Although the TUNEL method has been 
previously used in the detection of apoptosis, we reported that there was autophagic cell death, 
in addition to apoptosis, in the TUNEL positive cells in the 12-day-old mouse embryo inner ear. 
We administered CDDP to pregnant mice to create inner ear toxicity and analyzed the change. 
As a result, we found that the total cell death in the fetal inner ear was unchanged and that 
there was a decrease in the apoptosis fraction and an increase in the autophagic cell death 
fraction. We hypothesized that this change was a defense mechanism of fetal mouse inner 
ear. Therefore, we analyzed the 12-day-old mouse embryo inner ear by administering CDDP 
to mother mice to elucidate this defense mechanism by using the real-time PCR method, the 
western blotting, and immunohistochemistry.
　Real-time PCR showed the increase in the autophagy-related gene beclin1 and the apoptosis-
related gene caspase3 in the CDDP group. Immunohistochemistry revealed cleaved caspase3 
protein only in apoptotic cells. In addition, the western blotting revealed the increase in beclin1 
and caspase3 but the decrease in cleaved caspase3 in the CDDP group.
　The increase in beclin1 gene expression was compatible with the increase in the autophagic 
cell death ratio in the CDDP group as reported previously. Although the increase in mRNA level 
of caspase3 was inconsistent with the decrease in the ratio of apoptosis, there was no increase 
in protein levels. The decrease in cleaved caspase3, which is a cleaved-activity type protein, 
suggests the suppression of activation process of cleaving caspase3.
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